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RESUME : Le développement, I'implantation et la survie embryonnaire a des stades précoces de la
gestation sont dépendants d’une communication embryo-maternelle intime. La partie embryonnaire
est constituée principalement par le trophoblaste, ou futur placenta, qui joue un réle primordial des les
premiers stades de la gestation. Le placenta émet de nombreux signaux de natures chimiques diverses
(stéroides, prostaglandines, peptides, protéines) dont certains, comme l'interféron tau, déterminent le
maintien du corps jaune en début de gestation. Jusqu’a présent, bien qu’ayant fait I’'objet de nombreuses
spéculations, les plus précoces de ces signaux n’ont pas été identifiés dans la circulation périphérique
maternelle. Cependant, des protéines spécifiques, dites associées a la gestation, ont été découvertes dés
les années’80. Ces derniéres sont synthétisées par les cellules trophoblastiques et sont utilisées comme
moyen de gestion des élevages. Leur avantage est que la plupart de ces molécules se retrouvent dans la
circulation périphérique. Nous décrirons dans cette revue de littérature les principaux mécanismes asso-
ciés a la reconnaissance maternelle de la gestation chez la vache et leurs applications éventuelles dans le

diagnostic de gestation.

INTRODUCTION

Chez les mammiferes, le blastocyste
définit, par un processus d’implanta-
tion dans I’organisme maternel, une
structure qui va permettre le dévelop-
pement embryonnaire au cours de la
gestation : le placenta.

Organe autonome et transitoire, le pla-
centa cumule des fonctions qui, chez
I’adulte, sont assurées par le poumon,
les reins et I’intestin. Il nourrit, oxy-
gene et épure I’embryon, puis le feetus,
tout au long de la vie intra-utérine. En
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outre, dans la plupart des espéces et
en particulier chez les ruminants, le
placenta posséde une fonction endo-
crine indispensable a I’initiation et au
maintien de la gestation ainsi qu’a la
croissance feetale.

Le placenta synthétise abondamment
des hormones, des neuromédiateurs et
des facteurs de croissance indispensa-
bles a 1’équilibre hormonal de la ges-
tation et a la régulation de sa propre
croissance et de celle du feetus. Il peut
étre défini comme étant 1’apposition
et/ou la fusion de cellules épithélia-
les de I’endometre et du trophoblaste

destinées a établir un contact intime
entre la meére et le feetus. Chez les
ruminants, I’enveloppe la plus externe
du conceptus, le chorion, présente sur
sa surface externe des microvillosi-
tés cotylédonaires qui s’engrénent
dans des formations spécialisées de la
muqueuse utérine pour donner nais-
sance aux placentomes, véritables
surfaces d’attache uteroplacentaire.
Les espaces intercotylédonaires lisses
forment le paraplacenta. Lensemble
des éléments, placentomes et parapla-
centa, concourt a former le placenta
dans son enticreté.



1. Le développement
embryonnaire

La pénétration de 1’ovocyte par le
spermatozoide donne lieu a un ceuf
fécondé ou zygote. Chez les mammife-
res, le zygote entreprend ses divisions
(2, 4, 8 et 16 blastoméres) en méme
temps que sa descente vers 1’utérus
le long de I’oviducte. Le devenir du
développement embryonnaire dépend
de I’établissement de relations intimes
entre I’endométre et ’embryon par
I’intermédiaire du placenta.

Pendant la phase de vie libre dans
la lumiére utérine, la taille de 1’em-
bryon augmente considérablement
avec parallélement une différenciation
remarquable des blastomeres. Ainsi, a
partir du stade de 32-64 cellules, les
divisions donnent naissance a deux
types de cellules : des cellules inter-
nes apolaires et des cellules externes
polaires. La lignée cellulaire interne
est a I’origine du bouton embryon-
naire ou masse cellulaire interne, qui
donnera essentiellement origine au
futur feetus. La lignée externe génére
le trophoblaste, qui apparaitra comme
un épithélium aplati dont les cellu-
les sont réunies entre elles par divers
complexes jonctionnels bien dévelop-
pés.

2. Implantation

Aprées la phase de vie libre dans la
corne utérine, le blastocyste se fixe sur
I’endometre et s’y implante plus ou
moins profondément selon les especes
animales. En général, I’implantation
se déroule selon une succession d‘éta-
pes caractérisées par des degrés divers
de contact entre le tissu maternel et
feetal, soit: 1’orientation du blasto-
cyste et 1’accolement, 1’apposition
du blastocyste éclos a la muqueuse
utérine, 1’adhérence des cellules du
trophectoderme aux cellules de la
muqueuse utérine et 1’invasion de
I’endometre (Guillomot, 2001). Au
début du processus d’implantation, en
fonction de I’espéce, les microvillosi-
tés cellulaires vont établir les premiers
contacts avec 1’épithélium maternel,
soit a partir du 19°- 20¢ jour de ges-
tation chez la vache. Létape d’adhé-
rence des membranes représente la
phase ultime du processus implanta-
toire chez les espéces a placentation
épitheliochoriale (truie, jument). Chez

les autres especes, I’implantation est
plus invasive, conduisant au niveau
histologique a différents types de pla-
centa en fonction du degré de péné-
tration dans I’épaisseur de la paroi
utérine : synépitheliochorial (vache,
brebis), endothéliochorial (carnivores)
et hémochorial (rongeurs et primates)
(Guillomot, 2001).

3. Les cellules binucléées

Les cellules binucléées dérivent des
cellules uninucléees trophoblastiques,
mais elles se distinguent de ces dernié-
res par le nombre de noyaux (Wooding,
1992). Ces cellules se caractérisent
par un cytoplasme dense, riche en
ribosomes, parsemé de grosses granu-
lations et par la présence d’un appareil
de Golgi tres développé (Bjorkman,
1954). Elles se trouvent trés proches
de la jonction feeto-maternelle qu’el-
les peuvent traverser. La caractéristi-
que la plus remarquable des cellules
binucléées est leur capacité a migrer
dans I’épithélium utérin (Wooding et
Wathes, 1980) (figure 1). Au niveau
du trophectoderme, le nombre des cel-
lules binucléées augmente jusqu’a un
maximum de 20 % des cellules tro-
phoblastiques, cette proportion reste
ensuite constante jusqu’a la mise bas
(Boshier, 1969).

Les cellules binucléées sont directe-
ment impliquées dans la production de
la progestérone (Wango et al., 1992 ;
Wooding et al., 1996), des prostaglan-
dines (Reimers et al., 1985), de 1’hor-
mone lactogéne placentaire (Verstegen
et al., 1985 ; Wooding, 1992) et des
glycoprotéines associées a (ou spé-

cifiques de) la gestation (Zoli et al.,
1992a ; Atkinson et al., 1993). Ces
produits de synthése sont stockés dans
des granules denses occupant plus de
50 % du cytoplasme (Lee et al., 1986)
et relargués directement dans la circu-
lation maternelle aprés migration des
cellules binucléées (Wooding, 1984).
Ceci confeére au placenta le role d’une
glande endocrine produisant diverses
molécules.

4. Signaux embryonnaires de la
gestation

4.1. Early pregnancy factor

Dés les années’70, Morton et colla-
borateurs (1974) ont rapporté les pre-
miers travaux concernant |’existence
de I’EPF dans le sang maternel, ces
auteurs ont observé une accélération
de I’inhibition de formation de rosette
(TIR) apres I’addition d’un sérum en
provenance de souris, prélevé quel-
ques heures seulement apres la fécon-
dation, suggérant ainsi une expres-
sion tres précoce de ce facteur (1 a 24
heures post-fécondation) (Morton et
al., 1987). Ensuite, plusieurs investi-
gations ont été réalisées sur base du
test de la rosette afin de détecter la
présence de ce facteur immunomodu-
lateur dans le sang maternel de nom-
breuses especes. Dix ans plus tard,
Cavanagh et collaborateurs (1984) ont
formulé une hypothése selon laquelle
la pénétration du spermatozoide dans
I’ovocyte donnerait lieu a la produc-
tion d’une substance, la zygotine, qui,
dans les premicres heures du dévelop-
pement de I’ceuf, stimulerait la pro-

Figure 1. Représentation schématique de la migration des cellules binucléées chez la vache : 1)
cellule binucléée ; 2) contact avec les microvillosités ; 3) fusion avec les cellules maternelles et
formation de cellules trinucléées a vie courte ; 4) exocytose des granules ; 5) cellules trinucléées
présentant un cytoplasme réduit et un nucleus dense ; 6) cellule réabsorbée par le trophoctoderme

(d’apres Wooding et Wathes, 1980).
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duction par 1’ovaire porteur du corps
jaune d’un facteur appelé EPF (Early
Pregnancy Factor). Selon Cavanagh
(1984), I’EPF serait la résultante de
I’association de deux ¢éléments : I’EPF
A, secrété par ’oviducte uniquement
pendant la gestation, et ’EPF B,
secrété par I’ovaire porteur du corps
jaune gestatif.

Malgré les résultats préliminaires
encourageants du point de vue de I’in-
térét considérable d’un diagnostic de
gestation précoce chez les mammi-
feres domestiques, 1’utilisation de ce
test s’est avérée peu convaincante et
d’une faible efficacité dans les études
scientifiques. L’évaluation sur le ter-
rain d’un test (ECF Dip Stick Test :
Concepto Diagnostics, Knoxville,
USA) en a démontré les faibles spé-
cificité (26 %), sensibilité (81 %),
valeurs prédictive positive (40 %)
et négative (69 %) (Cordoba et al.,
2001). Le méme test a été simulta-
nément utilisé par le groupe de Scott
Willard a I’Université du Mississipi
(Gandy et al., 2001) lequel a évalué la
détection de la non gestation entre les
périodes allant des 1¢ au 3¢ jours et des
7¢ au 9° jours aprés insémination arti-
ficielle (IA) chez des génisses appar-
tenant a la race Holstein. Dans cette
expérience, les auteurs ont réussi a
identifier seulement 44 % de génisses
non gestantes entre les 1°¢ et 3¢ jours, et
56 % entre les 7¢ et le 9° jours. Ils ont
démontré aussi que les résultats chan-
geaient suivant que le sérum était frais
ou congelé, ou encore suivant que le
test était réalisé sur des échantillons
de sérum ou sur le lait. Entre les 3¢ et
30¢ jours, une plus grande incidence
de faux positifs a été identifiée dans
du sérum (47,5 %) que dans du lait
(31,3 %).

Selon la littérature récente, la faible
fiabilité de ce test (ECF™) et du test
TIR constituent un argument contre
leur éventuelle utilisation dans la
pratique vétérinaire car les résultats
obtenus jusqu’a présent, peuvent, au
mieux, étre comparés a un diagnos-
tic de gestation ou de non gestation
hasardeux.

En revanche, Cheng et collaborateurs

(2004) ont suggéré que l’activité de
I’EPF dans le mucus cervical de la
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femme pourrait étre utilisée pour
I’évaluation de la réussite d’un trans-
fert et de la qualité de ’embryon. Cette
hypothése devrait étre confirmée par
d’autres auteurs et notamment dans
des études de type épidémiologique.

LEPF a été montré en relation étroite
avec la gestation (Athanasas et al.,
1991 ; 2000), mais son existence
n’est pas limité uniquement a celle-
ci. CEPF est sécrété par les cellu-
les tumorales durant les phases de
croissance et de division (Quinn et
al., 1990), également par les cellules
normales prolifératives chez ’adulte
(Quinn et al., 1994) et par les plaquet-
tes activées (Cavanagh et al., 1991).
Des investigations menées pour
caractériser la structure de I’EPF se
sont vues, a ce jour, peu concluantes.
Cavanagh et Morton (1994) ont mon-
tré qu’au moins 70 % de la séquence
en acides aminés de la molécule EPF
sont identiques a la protéine de choc
thermique. Selon Ohnuma et collabo-
rateurs (2004), ’EPF chez la jument
est similaire a celui identifié dans le
sérum d’une vache gestante. Quant
au role de I’EPF, Athanasas-Platsis et
collaborateurs (1989) ont décrit que
I’immunisation passive de souris par
injection d’anticorps monoclonaux
ou polyclonaux dirigés contre cette
molécule induirait une réduction de
plus de la moitié¢ du taux de gestation
obtenu par le groupe contrdle au 10°
jour post-fécondation. Il se pourrait
que ce facteur contribue a diminuer
I’immunocompétence des lymphocy-
tes en début de gestation et ainsi a
faciliter la tolérance immunologique
de ’embryon par I’organisme mater-
nel (Morton et al.,, 1983). En méme
temps que facteur immunosuppresseur
(Morton et al., 2000 ; Zhang et al.,
2000), cette molécule interviendrait
également en tant que facteur de crois-
sance (Morton ef al., 1992 ; Morton.
1998), cependant, cette hypothése n’a
pas été confirmée par d’autres équipes.
Par ailleurs, de récentes publications
ont rapporté dans une expérimenta-
tion d’encéphalomyélite autoimmune
qu’un traitement par I’EPF recombi-
nant réduit le nombre de lymphocy-
tes et macrophages dans le systéme
nerveux central (Athanasas-Platsis
et al., 2003 ; Harness et al., 2003).

A la méme époque, les résultats de
I’équipe de Zhang et collaborateurs
(2003) indiquent que la suppression
des mécanismes immunologiques par
I’EPF jouerait un role dans la réduc-
tion des signes cliniques de la mala-
die encéphalomyélite autoimmune.
Lensemble des connaissances relati-
ves a I’EPF fait apparaitre que mal-
gré I’intérét considérable que présente
cette molécule, il reste de nombreux
points a clarifier. Sur le plan de I’ap-
plication pratique du test ECF comme
diagnostic de gestation, il est clair que
les publications les plus récentes font
apparaitre un manque flagrant de fia-
bilité chez les bovins (Cordoba et al.,
2001 ; Gandy et al., 2001).

4.2. Interféron tau

La diminution du nombre de récep-
teurs utérins a l’ocytocine et aux
cestrogenes ainsi que la réduction de
la synthése de la prostaglandine F2
alphaPGF2, constituent les princi-
paux changements observés lors de
la gestation notamment dans ses pre-
miers stades. Linterféron tau (IFN-t)
est fortement impliqué dans ce double
mécanisme du maintien de la gesta-
tion.

Lexistence d’un facteur anti-lutéoly-
tique produit par le conceptus ovin
a été observée dés 1966 par Moor
et Rowson. Ces derniers, apres avoir
transféré des embryons ovins agés de
14 a 16 jours sur des brebis cyclées
avant le 12¢ jour du cycle oestral, ont
observé le maintien du corps jaune
et I’interruption du cycle oestral.
Les premiers travaux qui ont mon-
tré que le conceptus inhibe la lyse
du corps jaune sont ceux de Rowson
et Moor (1967). Plus tard, en 1979,
Martal et collaborateurs ont montré
que I’administration d’homogénats de
trophoblastes dgés de 14 a 16 jours
maintenaient le corps jaune pendant
plusieurs mois chez des brebis non
gravides. Par contre, des homogénats
de trophoblastes agés de 21 a 23 jours
ne le maintenaient pas. Ils ont conclu
que I’embryon émettait un signal par-
ticulier temporaire qui permettait le
maintien du corps jaune. Martal et
collaborateurs (1979) estimaient qu’il
s’agissait d’effet anti-lutéolytique da
a une protéine qu’ils ont mise en évi-
dence au 12¢ jour de gestation chez la



brebis. Le signal dénommé initiale-
ment trophoblastine est une protéine
qui présente des différences de struc-
ture avec la prolactine (PRL) et la LH,
lesquelles interviennent aussi dans le
maintien du corps jaune mais par un
autre mécanisme. La détermination
de la séquence en acides aminés de la
protéine trophoblastique produite par
I’embryon ovin a révélé une grande
analogie avec les interférons (Imakawa
et al., 1987 ; Charpigny et al., 1988 ;
La Bonnardi¢re et al., 1991). Par
ailleurs, elle présente les mémes pro-
priétés antivirales, anti-prolifératives
et immunosuppressives que les inter-
férons (Martal et Cédard, 1993) et se
lie a leurs récepteurs (Roberts, 1989).
Cela a justifié la nouvelle appellation
d’interféron tau (IFN-t). Quoi qu’il
en soit, la trophoblastine ou IFN-t a
été identifiée dans le liquide de lavage
de la cavité utérine dés le 12¢ jour
de gestation chez la vache (Humblot
et Dalla-Porta, 1984 ; Bazer, 1989).
Morgan et collaborateurs (1993) ont
démontré ultérieurement qu’elle est
synthétisée par des cellules mononu-
cléées du trophectoderme et exclu-
sivement sécrétée dans la lymphe
locale, ou elle exerce son effet antilu-
téolytique (Roberts et al., 1992). Bien
qu’une augmentation de la concentra-
tion en ARNm d’IFN-t bovin puisse
étre détectée des le jour 9 a 10 de
gestation (Kubisch et al., 2001), sa
production a grande échelle est limitée
aux jours 17 a 19 (Farin et al., 1990),
quand le conceptus subit 1’expansion
rapide de sa forme.

LIFN-t induit localement au niveau
de I'utérus I’inhibition des secrétions
de PGF,, et diminue la sensibilité du
corps jaune a I’action lutéolytique de
cette hormone. Le mécanisme d’ac-
tion de I’'IFN-t inclut I’inhibition des
récepteurs a 1’cestradiol, la réduction
conséquente des récepteurs d’ocyto-
cine (Asselin et Fortier, 2000), pour-
rait diminuer la synthese de PGF,
par les cellules endometriales stroma-
les de vache en réduisant 1’expression
d’une oxydoréductase qui transforme
la PGE, en PGF, et augmenter la syn-
these préférentielle de PGE, compara-
tivement a la PGF, . Ce dernier phé-
nomene résulte en une modification
du milieu utérin, laquelle se traduit

notamment par une synthese de plu-
sieurs protéines endométriales essen-
tielles a la survie et au développement
de ’embryon (Hansen et al., 1999).
Malgré I’'importance de I’'IFN-t dans
I”établissement de la gestation chez la
vache, cette protéine ne présente pas
d’intérét en tant que test diagnostic de
gestation car aucune méthode ne per-
met de la détecter dans la circulation
sanguine maternelle.

5. Hormone lactogéne
placentaire

Le placenta produit une hormone
lactogeéne placentaire (PL), connue
également sous le nom hormone cho-
rionique somato-mammotrope (CS).
Cette hormone présente une homolo-
gie structurelle et fonctionnelle avec
I’hormone de croissance (GH) et la
prolactine (PRL).

Les premiéres publications qui ont
rapporté 1’existence d’une hormone
placentaire a activité endocrine mul-
tiple remontent aux travaux de Selye
et collaborateurs (1933) lesquels, dés
cette époque, ont montré chez la rate
le réle non essentiel de I’hypophyse
dans le maintien de la gestation et
le déclenchement de la lactation.
Ensuite, Contopoulos et Simpson
(1959) ont suggéré la présence dans
le placenta d’une substance exergant
des propriétés somatotropes. La pré-
sence d’une hormone lactogene pla-
centaire a été mise en évidence chez
plusieurs especes tels que la souris
(Cerutti et Lyons, 1960), la femme
(Josimovich et MaClaren, 1962), la
chevre (Buttle et al., 1972), la brebis
(Handwerger et al., 1974 ; Martal
et Djiane, 1975 ; Chan et al., 1976 ;
Reddy et Walkins, 1978), le rat
(Robertson ef al., 1991), et le hams-
ter (Sakal et al., 1998). Mais, cette
hormone n’est pas retrouvée chez
la jument, la truie et les carnivo-
res (chatte, chienne). Chez la vache,
I’existence d’une réponse lactogéni-
que au niveau des cotylédons a des
stades gestatifs divers a été décrite
pour la premicre fois en 1976 par
Buttle et Forsyth. Aprés cinq jours
de culture, ces auteurs ont obtenu
une réponse lactogénique correspon-
dant a environ 300 ng de prolactine
bovine par millilitre de milieu.

La purification et la caractérisation
de I’hormone lactogéne placentaire
bovine (bPL) en tant que glycopro-
téine, ont été réalisées par plusieurs
équipes (Beckers et al., 1980 ; Murthy
et al., 1982 ; Arima et Bremel, 1983).
Cette glycoprotéine posseéde plusieurs
isoformes de masses moléculai-
res s’étalant de 30 a 34 kDa, elle est
secrétée par les cellules binucléées et
trinucléées du placenta. Contrairement
aux hormones lactogénes placentai-
res des autres especes, le lactogene
placentaire bovin apparait comme
fortement glycosylé (Shimomura et
Bremel, 1988), ce qui se traduit par
une masse moléculaire ¢élevée avec
imprécision de son estimation dans
des conditions dénaturantes. Le bPL
présente 48 a 50 % de similarité avec
la prolactine bovine et 23 a 28 % avec
I’hormone de croissance (Yamakawa
et al., 1990 ; Schuler et al, 1991).
Malgré ces homologies, 1’utilisation
du dosage radioimmunologique déve-
loppé par Beckers et collaborateurs
(1982) a démontré 1’absence de réac-
tion croisée entre le bPL, la prolactine
et I’hormone de croissance bovine.
Selon Verstegen et collaborateurs
(1985), de 90 a 95 % des cellules
binucléées (BNC) sont intensément
marquées pour la bPL et cela a partir
du 90¢ jour de gestation. Le bPL est
localisé exclusivement au niveau des
granules de sécrétion et du complexe
de Golgi des cellules binucléées et
trinucléées présentes au niveau de la
jonction microvillositaire (Wooding et
Beckers, 1987).

Le dosage radioimmunologique (RIA)
du bPL a été décrit par Beckers et
collaborateurs (1982) pour mesurer
les concentrations de 1’hormone chez
les vaches et leurs feetus. Le bPL
devient dosable dans le sérum mater-
nel a un moment trés variable selon
les individus allant du 26¢ au 110°
jour apres fécondation. Les concentra-
tions maternelles de bPL augmentent
progressivement pour atteindre les
valeurs de 1 a 2 ng/ml aux environs de
la parturition. Ces concentrations res-
tent toutefois 100 a 1000 fois inférieu-
res a celles des autres espéces étudiées
(Bremel et Schuler, 1987). Les faibles
concentrations maternelles contrastent
aussi avec celles observées chez le
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feetus, lesquelles varient de 25 a 30 ng/
ml au 90° jour pour ensuite diminuer
graduellement et rester a 5 ng/ml a
la période prénatale (figure 2). Des
investigations menées par 1’équipe de
Guilbault et collaborateurs (1988) sur
des vaches receveuses d’embryons
transférés, ont montré que la concen-
tration maternelle de bPL est fonction
de la race et du type de croisement des
produits. En effet, les concentrations
observées montrent que les races de la
vache porteuse et du feetus jouent un
réle important sur les concentrations
maternelles. Cependant, la taille du
feetus et le poids du veau a la naissance
n’ont pas d’influence significative sur
les concentrations périphériques de
bPL (Patel ef al., 1996).

La liaison du bPL a des récepteurs
présents dans la glande mammaire, le
foie, I’endometre et le corps jaune a été
démontrée par Beckers (1983). Dans
la glande mammaire, le bPL parait
exercer une influence sur le dévelop-
pement du tissu lobulo-alvéolaire. Sa
capacité lactogéne a été démontrée
in vitro par Forsyth (1986). D’apres
Hayden et collaborateurs (1979), la
production laitiére chez les ovins est
corrélée avec la sécrétion de I’hor-
mone entre la 11° semaine de gestation

et la mise-bas. L'apparition tardive de
I’hormone lactogéne placentaire dans
le sang maternel des bovins confere
toutefois a ce dosage peu d’intérét
pour le diagnostic de gestation et res-
treint son utilisation a un diagnostic
tardif de gestation.

6. Protéines associées a
(ou spécifiques de)
la gestation

6.1.Généralités sur les protéines
associées a la gestation (PAG)

Les premicres publications sur les
protéines spécifiques de la gesta-
tion (PSP) (ou associées a la gesta-
tion PAG) ont été¢ décrites dans les
années’80, sous diverses appella-
tions (PSPB, PSP-60, PAG, SUB-3).
Lexistence de protéines associées a la
gestation et faisant partie du groupe
des protéases aspartiques apparait
commune aux différentes especes de
ruminants, elle se retrouve également
chez le porc (Szafranska et al., 1995;
Doré et al., 1996; Do et al., 2001 ;
Szafranska et al., 2001; Szafranska et
al., 2002). Des séquences de cDNA
similaires ont été identifiées chez le
cheval (Green et al., 1999), le chat
(Gan et al., 1997), et la souris (Chen
etal.,2001).

Figure 2. Profils plasmatiques de I’hormone lactogéne placentaire bovine chez la mére et le foetus

(d’apreés Beckers et al., 1982).
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En 1982, Butler et collaborateurs ont
isolé a partir du placenta bovin deux
protéines spécifiques de la gesta-
tion qu’ils ont dénommé Pregnancy
Specific Protein A et B (PSPA et
PSPB). La PSPA, une protéine de
masse moléculaire apparente de 65 a
70 kDa et présentant des points isoé-
lectriques pl de 4,0 a 4,4, s’est révé-
lée ultérieurement identique a 1’alpha
feetooprotéine (AFP), une protéine
synthétisée par le foie du foetus et
le sac vitellin de tous les mammife-
res (Giltlin et Boesman, 1967). Les
concentrations sériques maternelles
d’AFP sont ¢élevées pendant la ges-
tation chez de nombreuses especes
animales. Des concentrations non
négligeables de cette protéine sont
détectables en dehors de la gestation,
lesquelles empéchent I’utilisation de
leur dosage comme moyen de dia-
gnostic de gestation.

La PSPB est une glycoprotéine de
masse moléculaire apparente de 47 a
53 kDa et présentant des variants isoé-
lectriques de pI 4,0 a4,4. LaPSPBn’a
pas été caractérisée au niveau de sa
séquence en acides aminés au moment
de sa découverte. Cependant, il a été
rapidement montré que cette protéine
est présente dans le sang maternel
et que son dosage pouvait permettre
un diagnostic de gestation chez les
femelles de nombreuses especes de
ruminants (Sasser ef al., 1989). A la
méme époque, Beckers et collabora-
teurs (1988a) ont isolé¢ deux protéi-
nes placentaires. La premicre a été
caractérisée par Zoli et collaborateurs
(1991) etdénommeée PAG1 (Pregnancy
Associated Glycoprotein 1) c’est-a-
dire « associée a » et non « spécifique
de » la gestation parce qu’elle a été
¢galement retrouvée dans les gonades
et qu’elle a été détectée dans le sérum
chez les males et les femelles non
gestantes. La PAGI est une glycopro-
téine acide de masse moléculaire de
67 kDa. Elle présente 4 isoformes de
pl: 4,4; 4,6; 5,2 et 5,4. La seconde
protéine de 30 kDa de masse molé-
culaire posseéde des points communs
avec la LH : liaison aux récepteurs du
corps jaune, parent¢ immunologique
et méme comportement au cours de
la purification. Ils I’ont nommée bCG
(bovine Chorionic Gonadotropin)



(Beckers et al., 1988b). Par la suite,
cette protéine a été étudiée en pro-
fondeur et considérée comme faisant
partie de la famille des glycoprotéines
spécifiques (de) ou associées a la ges-
tation et a été appelée bPAG-2 (Xie
et al., 1994). PAG 1 et 2 présentent
58 % d’identité de séquence, cepen-
dant, aucune réaction croisée n’a été
détectée du point de vue immunologi-
que. Ensuite, Lynch et collaborateurs
(1992) ont montré par clonage molé-
culaire qu’une forme de la PSPB est,
par sa structure primaire, apparentée
a la PAG1. Aujourd’hui, dans les ban-
ques génomiques, la bPAG-1 (Zoli et
al., 1991) et la PSPB (Butler et al.,
1982) sont considérées comme ayant
la méme séquence en acides aminés.
Il en est probablement de méme pour
la PSP-60 et le SUB-3. Parall¢lement
aux travaux de Butler et collaborateurs
(1982) et de Sasser et collaborateurs
(1989), des équipes de chercheurs se
sont intéressées a 1’aspect de la sécré-
tion dans le sang maternel et au déve-
loppement de dosage, en 1’occurrence
pour la PAG (Zoli el al., 1991) et la
PSP-60 (Mialon et al., 1993).

Récemment, au moyen de ’analyse
microarray d’ADN, Ushizawa et
collaborateurs (2004) ont démontré
que plusieurs molécules de PAG sont
exprimées des les jours 7 a 14 de ges-
tation (boPAG-11, -16, -17), jours 14
a 21 (boPAG-1, -5a-7,-9 a-13, -15
a-17, -19, -21) ou méme avant (jour
7: par exemple boPAG-4, -5 et -6).
Cependant, la plupart de ces protéines
n’ont pas été purifiées et ne sont pas
encore disponibles pour le développe-
ment de radioimmunoassay (RIA) ni
d’enzymo immunoassays (ELISA).
Des investigations par le clonage
moléculaire et par séquengage nucléo-
tidique ont permis de montrer que les
protéines de la gestation, isolées chez
les différentes especes, font partie de
la grande famille des protéases aspar-
tiques ou elles coexistent avec le pep-
sinogeéne, la pepsine, la chymosine, les
cathepsines D et E, et la rénine (Xie
et al., 1991). Cependant, la majorité
de ces PAG sont inactives sur le plan
catalytique vu les substitutions d’aci-
des aminés au niveau de leurs sites
catalytiques (Xie et al., 1994).

6.2. Expression des PAG durant
la gestation

Les protéines associées a la gestation
les mieux connues aujourd’hui sont
synthétisées par les cellules binucléées
présentes dans les couches superfi-
cielles du trophectoderme (Zoli et al.,
1992b), et plus précisément dans les
granules de ces cellules binucléées
(Zoli et al., 1992b ; Xie et al., 1991).
Plusieurs membres de la famille des
PAG sont exprimés dans les cellules du
trophectoderme des le stade d’¢longa-
tion du blastocyste ; ceci a été montré
clairement chez I’espece porcine (Do
et al., 2001 ; Szafranska et al., 2002).
Chez la vache, les cellules superfi-
cielles du trophectoderme migrent en
direction de 1’épithélium utérin, puis
fusionnent avec les cellules endothé-
liales pour donner naissance a des cel-
lules trinucléées (Wooding et Beckers,
1987). Les cellules trinucléées ont une
vie transitoire ; elles meurent apres
avoir largué le contenu des granules
présents dans leur cytoplasme dans le
sang maternel (Zoli ef al., 1992b).

Plusieurs équipes de chercheurs ont
mené des investigations afin de déce-
ler des relations entre les molécules
PAG ou PSPB et une fonction immu-
nologique locale. En effet, Dunbar
et collaborateurs (1990) étudierent
I’influence de la PSPB sur I’état de
neutrophiles stimulés par la concana-
valine A. Par ailleurs, Roberts et colla-
borateurs (1996) ont formulé plusieurs
hypotheéses dont celle selon laquelle
les PAGs ou les molécules apparen-
tées pourraient lier et séquestrer des
peptides susceptibles d’étre reconnus
par le complexe majeur d’histocompa-
tibilité, et ainsi exercer un rdle immu-
nomodulateur au niveau de 1’interface
feeto-maternelle.

Toutes les investigations réalisées jus-
qu’a présent pour définir les fonc-
tions des PAG ont été testées sur le
modele bovin. Austin et collaborateurs
(1999) ont rapporté que 1’augmenta-
tion de la concentration de PAG a la
fin de la gestation est liée a ’aug-
mentation d’une alpha chemokine. En
2000, Dosogne et collaborateurs ont
attribué aux PAG la chute de résis-
tance ainsi que la susceptibilité au

syndrome métrite mammite fréquem-
ment observé chez la vache pendant
la parturition ou dans les jours qui
suivent cette époque. Parallélement,
des travaux menés par Moreira da
Silva et collaborateurs (1997) et
Dosogne et collaborateurs (2000) ont
relaté notamment la succession des
concentrations treés ¢élevées de PAG et
la décroissance de ’activité¢ d’oxyda-
tion des polymorphonucléaires neu-
trophiles. Par ailleurs, il a ét¢ mon-
tré que des concentrations de PAGI1
supérieures a 1.800 ng/ml modifient
la capacité des granulocytes a former
des colonies myéloides et le taux glo-
bal de clonage des cellules my¢éloides
(Hoeben et al., 2000). Cependant, a
partir de ces expériences, il reste dif-
ficile de conclure aujourd’hui a une
intervention déterminante des PAG sur
I’état immunitaire de la mére méme au
moment ou les niveaux sont les plus
¢élevés c’est-a-dire peu avant la partu-
rition, car en cette période, les concen-
trations d’oestrogenes sont également
¢élevées.

Del Vecchio et collaborateurs (1990 ;
1995a,b) ont examiné 1’effet de la
protéine spécifique de la gestation
B (PSPB) sur la production de pro-
gestérone (P4), de prostaglandine F,_
(PGF, ), de PGE, et d’ocytocine sur
des cultures de cellules lutéales. Ces
auteurs ont rapporté différentes obser-
vations contradictoires sur I’action de
PSPB sur les niveaux de production de
la P4, avec parfois des effets directs
sur la stimulation de la production de
la P4 et parfois non. En revanche, il a
été clairement établi que la PSPB sti-
mule la production du PGE, qui, elle,
est une molécule décisive pour la pro-
duction lutéale de la P4 (Del Vecchio
et al., 1995a). D’ailleurs, d’autres étu-
des réalisées par le méme groupe une
année apres, (Del Vecchio et al., 1996)
ont démontré que le traitement par la
PSPB augmente la production lutéale
de la P4. Ce méme effet a été rapporté
par Weems et collaborateurs (1998)
concernant 1’action de la PSPB sur
la production de P4 par le corps jaune
chez la vache au cours de la deuxiéme
moitié de la gestation. Il a été ainsi
majoritairement conclu que la PSPB
pourrait avoir un réle direct dans le
maintien de ’activité du corps jaune
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au cours de la gestation. Tres récem-
ment, une nouvelle approche nous a
permis de présenter I’existence d’une
relation possible entre la progestérone
et les concentrations en PAG, pendant
le premier trimestre de la gestation
chez des vaches laitiéres. Dans cette
étude, il a été observé que les concen-
trations en PAG aux jours 30, 45, 60 et
80 ont tendance a étre plus hautes chez
les vaches gestantes ayant des concen-
trations en progestérone plus élevées
au jour 21 de la gestation (Ayad ef al.,
2007b).

Les protéines spécifiques (de) ou
associées a la gestation (PSPB, PSP60
ou PAG) ont été proposées pour la
premiére fois pour le diagnostic de
gestation chez les bovins (Butler ef al.,
1982 ; Zoli et al., 1991 ; Mialon et al.,
1993), puis ensuite, chez de nombreu-
ses especes de ruminants (Dobson et
al., 1993 ; Ranilla ef al., 1994 ; Karen
et al., 2003). Rapidement, il a été
montré que ces protéines étaient pré-
sentes dans le sang maternel et que
leur dosage RIA pouvait permettre un
diagnostic précoce de gestation ainsi
que 1’étude de mortalit¢é embryon-
naire précoce ou tardive (Sasser et
al., 1986 ; Humblot et al., 1988a, b ;
Semambo et al., 1992 ; Zoli et al.,
1992a ; Mialon et al., 1993 ; Szenci et
al. ;1998a, b).

Les connaissances acquises sur les
aspects relatifs a I’endocrinologie de la
gestation, notamment dans le diagnos-
tic, le suivi de la gestation et 1’étude
des mortalités embryonnaires, ont for-
tement évolué grace au développe-
ment de différents systemes de dosage
RIA-PAG homologues (Sasser et al.,
1986; Humblot et al., 1988a,b; Zoli et
al., 1991a) et hétérologues (Perényi et
al., 2002a ; Ayad et al., 2007a).

Les systemes RIA homologues (RIA-
PAG, -PSPB, -PSP60) ont été les
premiers a avoir été utilisés pour le
dosage de protéines associées a (ou
spécifiques de) la gestation chez la
vache. Ils ont été développés a partir
de l'utilisation d’une méme molécule
pour I’immunisation, le radio mar-
quage et la préparation de standard.
Ces dosages sont actuellement les plus
utilisés pour le diagnostic de gesta-
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tion aussi bien sur des échantillons
de sérum et de plasma (Sasser et al.,
1986 ; Humblot et al., 1988a ; Zoli et
al.,1991 ; Mialon et al., 1993) qu’ex-
périmentalement dans le lait (Metelo
etal., 2002).

Quant aux systémes hétérologues, ils
ont été développés plus récemment
a partir de I’utilisation de différents
antisérums produits contre différen-
tes formes de PAG caprines et ovi-
nes. Ces nouvelles formes de PAG
ont été caractérisées comme ayant
des masses moléculaires de 55 kDa,
57 kDa, 59 kDa et 62 kDa (caPAG,,,
caPAG,,, caPAG,, ovPAG,,, ovPAG,,
et ovPAG,,) et des séquences amino-
terminales distinctes (Garbayo et al.,
1998; El Amiri et al., 2003 ; 2004).
Deux antisérums anti-PAG caprine
(AS#706 : caPAG,,,; AS#708:
caPAG,,, ,,) ont été utilisés avec succes
pour le diagnostic de gestation et pour
I’¢tude de la mortalit¢ embryonnaire
précoce chez la vache (Perényi et al.,
2002a). En outre, leur spécificité a
été testée contre les principales pro-
téases aspartiques susceptibles d’étre
présentes dans le sérum (Perényi et
al., 2002b). Récemment, nous avons
testé trois nouveaux antisérums dont
un pool d’antisérums dirigés contre
les PAGs bovine (AS#497 : boPAG,,),
ovine (AS#780 : ovPAG,_, ,,, AS#309 :
ovPAG,) et caprine, (AS#706 :
caPAG,,, ). Cette étude a montré clai-
rement que le diagnostic précoce de
gestation a jour 30 apres [A pourrait
étre amélioré en utilisant la combinai-
son de différents antisérums de PAG
(AS#Pool). Les différents systémes
ont été controlés vis-a-vis de deux
glycoprotéines placentaires d’origine
humaine (hCG) et équine (PMSG)
ainsi que vis-a-vis des hydrates de car-
bone les plus fréquemment retrouvées
dans les glycoprotéines afin d’écarter
toutes hypotheses d’interférences avec
ces derniéres (Ayad ef al., 2007a).

Chez la vache gestante, les concen-
trations en PAG sont détectables au
plus tot a partir des 19-22¢ jours apres
conception pour atteindre des concen-
trations de 3 a 6 ng/ml aux alentours
des 33-37¢ jours de gestation (Perényi
et al., 2002a), avec cependant de gran-
des variations individuelles. D’un

point de vue pratique, cela signifie
que cette protéine est détectable dans
la circulation périphérique maternelle
chez 98 2 99,2 % de femelles gravides
a partir du 30° jour apres la conception
(Zoli et al., 1992a ; Lopez Gatius et
al., 2007). Pendant la gestation, les
concentrations de PAG augmentent
d’abord progressivement entre la 6°
et la 35°¢ semaine, pour ensuite s’éle-
ver plus rapidement entre la 35¢ et
le terme. Les valeurs maximales sont
atteintes 1 a 5 jours avant la mise bas.
Apres le vélage, les concentrations
sériques de PAG décroissent progres-
sivement et reviennent au dessous du
seuil de détection (< 0,2 ng/ml) entre
le 80¢ et le 120° jour post-partum (Zoli
et al., 1992a). Pendant cette période,
le dosage de PAG est réalisable pour
le diagnostic d’une nouvelle gesta-
tion mais a condition que I’intervalle
vélage insémination soit supérieur a
70 jours. La période nécessaire pour
que la PAG devienne indétectable dans
la circulation maternelle semble étre
due a une longue demi-vie de cette
glycoprotéine allant de 7,3 a 8,4 jours
(Sasser et al., 1986 ; Kiracofe et al.,
1993).

Une étude réalisée sur des receveu-
ses Holstein et Hereford auxquelles
des embryons Holstein ont été trans-
férés a permis la mise en évidence
des influences de la race des receveu-
ses, du sexe et de la famille du feetus
sur les concentrations périphériques
de PAG (Guilbault et al., 1991). Les
concentrations moyennes peripartum
ont été significativement plus élevées
chez les vaches Hereford que chez les
génisses et les vaches Holstein. De
méme, les receveuses Holstein por-
teuses de foetus males ont présenté
des concentrations de PAG plus éle-
vées que celles porteuses de feetus
femelles (Guilbault et al., 1991 ; Zoli
et al., 1992a). Plusieurs travaux ont
rapporté qu’il existe également une
relation entre les taux observés de
PAG et les gestations simples ou mul-
tiples et le poids des veaux a la nais-
sance (Dobson et al., 1993 ; Mialon
et al., 1993 ; Patel et al., 1997). Une
approche originale a été développée
récemment par Lopez Gatius et col-
laborateurs (2007a) qui ont démontré
que les concentrations de PAG durant



la période précoce de gestation sont
corrélées avec le jour de gestation,
la production laitiére, le nombre de
feetus et I’ascendance du feetus chez
les hautes productrices.

6.3. Applications cliniques des PAG

Les dosages de PAG devraient permet-
tre de diagnostiquer plus précisément
les altérations trophoblastiques sur-
venant au cours de la gestation. Ces
dosages pourraient étre intégrés dans
un systeme de suivi plus interactif des
principales caractéristiques sanitai-
res et reproductives des troupeaux,
incluant ainsi un traitement des résul-
tats en temps réel.

Depuis quelques années, des inves-
tigations ont porté sur 1’étude des
mortalités embryonnaires apres insé-
mination artificielle (Szenci et al.,
1988b), saillie naturelle (Breukelman
et al., 2005a) ou transfert d’embryon
(Breukelman et al., 2005b). Dans ces
études, des approches simultanées ont
été utilisées : les dosages de progesté-
rone et de PAG et un suivi par examen
ultrasonographique. Ces études rap-
portent que les concentrations en PAG
chutent chez des vaches dont la gesta-
tion a été initialement diagnostiquée
par échographie comme positive et
ensuite négative suite a une mortalité
embryonnaire ou feetale.

Plusieurs auteurs ont montré que
suite a des programmes de manipu-
lation d’embryons (clonage, transfert
nucléaire, etc.), méme si la plupart des
nouveaux-nés ne présentent aucune
anomalie particuliére, une grande par-
tie d’entre eux peut présenter un poids
¢élevé a la naissance, associé ou non
a la présence d’anomalies morpho-
logiques tels que 1’cedéme du cordon
ombilical et I’hypertrophie placen-
taire. Ces altérations semblent étre a
I’origine de concentrations tres éle-
vées en protéines placentaires a la fin
de la gestation (Dobson et al., 1993 ;
Ectors et al., 1996a, b). Dans le méme
contexte, Chavatte-Palmer et collabo-
rateurs (2006) ont rapporté que les
concentrations maternelles en PAG
étaient statistiquement différentes
entre les contrdles et les receveuses
de clones dés le jour 34, suggérant une

synthése anormale de glycoprotéines
placentaires a un stade précoce chez
les vaches gestantes par fécondation
in vitro (FIV) indépendamment des
gestations a terme. Ce travail fournit
un outil pratique de suivi des ges-
tations obtenues par FIV. Il suggere
qu’en cas de sécrétion anormale des
glycoprotéines placentaires, nous
assistons d’abord a un retard de crois-
sance du feetus suivi d’un exces de
développement de 1’unité foeto-pla-
centaire lors des étapes ultérieures de
la gestation. De fagon similaire, la
présence d’un Schistosomus reflexus
(embryon mal formé résultant d’une
altération génétique au cours du déve-
loppement embryonnaire) peut étre
caractérisée par des concentrations
excessivement élevées de la PAG, les-
quelles ont dépassé 12 000 ng/ml dans
un cas suivi par Ectors et collabora-
teurs (1996a).

Les premieres investigations portant
sur I’effet d’infections par agents
abortifs sur les concentrations de PAG
ont été réalisées par Semambo et col-
laborateurs (1992). Ces auteurs ont
démontré que les concentrations en
protéines placentaires ou associées a

la gestation commencent a chuter 1 a
3 jours apres I'infection expérimentale
par Actinomycine pyogenes.

Plus tard, Zarrouk et collaborateurs
(1999) ont relaté les résultats d’une
¢tude similaire réalisée chez des che-
vres gestantes, portant sur les varia-
tions plasmatiques de PAG suite a
I’infection par Toxoplasma gondii et
Listeria monocytogenes. Dans cette
¢étude, chez les femelles infectées par
Listeria monocytogenes, les concen-
trations de PAG chutaient brutalement
des le lendemain de I’inoculation et
I’avortement survenait 9 jours plus
tard, quant aux femelles infectées par
Toxoplasma gondii, les concentra-
tions de PAG diminuaient progressi-
vement jusqu’au jour de I’expulsion
feetale. Plus récemment, Lopez-Gatius
et collaborateurs (2007b) suggerent
que I’infection par Neospora caninum
n’affecte pas la fonction placentaire
chez les vaches du groupe qui n’avor-
tent pas, bien qu’elles soient séropo-
sitives.

Un profil atypique des concentrations
de PAG a été décrit chez la race zébu
Azawak, souvent confrontée a une
carence nutritionnelle au cours de la

Figure 3. Profil de concentration des protéines associées a la gestation (PAG)
chez les vaches Zébu Azawak (n = 10) avec des gestations cliniquement normales
(@) et chez une vache dont [’état corporel n’a cessé de se dégrader pendant la
gestation (A) (d’aprés Sousa et al., 2003).
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gestation (Sousa et al., 2003). Cette
situation concerne spécifiquement une
vache dont 1’¢état corporel n’a cessé
de se dégrader pendant la gestation.
Ses concentrations de PAG étaient 3
a 3,5 fois plus élevées que celles des
vaches témoins faisant partie de la
méme étude (figure 3).

CONCLUSION

Les signaux embryonnaires consti-
tuent un domaine tres riche de I’endo-
crinologie chez les ruminants. Pendant
les deux derniéres décennies, des
équipes de chercheurs y ont apporté
des précisions et davantage de com-
préhension. Dans cette revue de lit-
térature, nous avons abordé quelques
signaux embryonnaires de la gestation
chez la vache en prétant une attention
particuliére aux facteurs précoces et
aux molécules exprimées tardivement
et susceptibles de moduler 1’endocri-
nologie maternelle. Dés aujourd’hui,
nous pouvons retenir la multipli-
cité des signaux, leur spécificité et
le caractere local et temporel de leur
expression.

L Early Pregnancy Factor a été pro-
posé comme le révélateur le plus
précoce de la grossesse et cela des
la fécondation (1 a 24 heures apres
fécondation). C’est a partir du EPF
qu’a été développé le test de rosette.
Néanmoins, ce test reste peu convain-
cant et d’une faible efficacité comme
moyen de diagnostic de gestation.
Dans le cas de l’Interferon-t, c’est
I’embryon qui émet un signal parti-
culier et qui permet le maintien du
corps jaune dés les premiers jours de
la conception. Toutefois, sa produc-

tion locale au niveau utérin entrave
I’utilisation du dosage dans le sang
périphérique. Quant a I’hormone pla-
centaire lactogéne, le dosage s’avére
peu intéressant pour le diagnostic de
gestation et limite son usage a un dia-
gnostic tardif.

Enfin, les protéines (spécifiques de)
ou associées a la gestation appartien-
nent a la famille des protéases aspar-
tiques. Cependant, la fonction enzy-
matique de ces PAG est inactive. Ces
glycoprotéines sont sécrétées essen-
tiellement par les cellules binucléées
du trophectoderme, et présentent des
isoformes produites simultanément
par le placenta durant la gestation.
Actuellement, le dosage radioimmu-
nologique des PAG, PSPB et PSP60
représente un moyen efficace de dia-
gnostic précoce de gestation chez la
vache (jour 27-30 aprés 1A ou saillie
naturelle). De surcroit, le dosage de
ces protéines permet un suivi tout
au long de la gestation apte a révéler
des dysfonctionnements trophoblas-
tiques pouvant mener a la mortalité
embryonnaire ou a I’avortement.
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